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 Euglena gracilis は国立環境研究所から分与された NIES-48 株を用いた。これを、以下に
示す組成の培地を用いて 25℃で培養した。 
有機培地並びに無機培地 
 (mg/L):NH4NO3  (500), KH2PO4 (540), MgSO4.7H2O (250), NaCl (100), CaCl2.2H2O 
(24), FeNH4Citrate (3), H3BO3 (2.86), MnCl2.4H2O (1.81), ZnSO4.7H2O (0.222), 
Na2MoO4.2H2O (0.39), CuSO4.5H2O (0.079), Co(NO3)2.6H2O (0.05), 
thiamine-HCl (vitamin B1) (1×10-3), cyanocobalamin (vitamin B12) (1×10-4) 
 この培地を無機培地とした。 
 この組成に、glucose (15000)を添加したものを有機培地とした。 
 
培養条件 
 E. gracilis は嫌気条件で貯蔵多糖からミスチリン酸ミスチルを主とするワックスエステル
（以下油脂と記載する）を蓄積する（Yamada ら 2016）。以下の条件で油脂合成を行った。 
実験Ⅰ 
 実験Ⅰでは無機、有機と明暗条件に分けて実験を行った。 
 100 mL の無機培地で連続光照射(100 μmol/m2/s)下 E. gracilis を２週間培養した後、こ
こから 2.2 mL ずつ取りだし、４本の 2 mL プラスチックチューブに移し蓋をした。これで
嫌気条件を作り出した。２本には 83 mM になるようにグルコースを加え有機条件とし、残
りの２本はグルコースを加えず無機条件とした。有機条件と無機条件のプラスチックチュ
ーブ１本ずつをアルミホイルで覆い暗条件とし、アルミホイルで覆わない残りの２本を明
条件とした。細胞の採取は日にちをずらして 1 日から５日連続的に行った。 
 実験Ⅱ 
 実験Ⅱでは前培養を有機条件とし明暗を分けて嫌気処理を行った。 
 100 mL の有機培地（15 mg/mL グルコースを含む）で、E. gracilis を２週間培養した後
1.7 mL ずつ取り出し 1.5 mL プラスチックチューブに移し蓋をした。これで嫌気条件を作
り出した。1 本はアルミホイルで覆い暗条件とした。実験Ⅰと同様に１日から５日連続的に
細胞を採取した。 
E. gracilis に蓄積されたワックスエステルの検出方法 
 細胞懸濁液 200 μL に 10 μM BODIPY 
493/503(Difluoro{2-[1-(3,5-dimethyl-2H-
pyrrol-2-ylidene-N)ethyl]-3,5-dimethyl-1H-
pyrrolato-N}boron Sigma Aldrich 社、図 1)
（1mM ジメチルスルホキシド溶液を使用直




(励起波長 488 nm)を観察した。 
 




Yamada ら（2016）によると E. gracilis では嫌気条件において多糖から油脂への変換がお
こると記載されていた。この報告に準じて以下の実験を行った。 
実験Ⅰ 
 染色後の顕微鏡写真を図 2 に示した。 
 嫌気処理を、暗条件で行った場合は 1 日程度でミドリムシがすべて死んでしまってい
たため顕微鏡観察は行わなかった。この条件は油脂生産には適さないと判断した。 
 嫌気処理を光照射下で行った場合は無機培地、有機培地いずれも、3 日目の蛍光が強くな















   
 1 日目 3 日目 5 日目 
図 2 無機培地で前培養した後、有機条件、無機条件で嫌気処理を行った E. gracilis の染色
像。無機培養で培養した E. gracilis をそれぞれ有機培地と無機培地に移しどちらも明条件の
もと 1 日から 5 日間培養した。これらの細胞を BODIPY で染色し観察した。BODIPY で染
色された E. gracilis は葉緑体の自家蛍光により顕微鏡では赤く見え、油は黄色く見える。 
 
実験Ⅱ 
結果を図 3 に示した。 
 実験Ⅰで有機培地の油脂生成量の方が多かったため、前培養を有機培地で行えばより多
くの油脂が生産されるのではないかと考えた。さらに、嫌気処理を明暗に分けて実験した。 
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5 日目 暗条件 BODIPY 染色処理前  
図 3 有機培地で前培養した後、明暗条件で嫌気処理を行った E. gracilis の染色像。E. 
gracilis を有機培養で培養した後、明暗条件で 5 日目まで処理し後、BODIPY で染色し観察
した。BODIPY で染色された E. gracilis は顕微鏡により赤く見え、油脂は黄色く見える。 
 
これからの課題 
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